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1990 年と 2012 年 12 月から 2014 年 12 月までに、鳥取 
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県家畜保健衛生所の 9 検体と東京農工大学フィールドサイエンスセンターの 20 検
体、石川県北部家畜保健衛生所の 1 サンプル、鹿児島農業協同組合の 27 検体におい
て採取されたウシの糞便検体を対象とし、次世代シーケンサーによりウイルスの解析
と疫学調査を実施した。またそれぞれの検体の年代（1990 年に 1 か所、2012 年から







ーにより全塩基配列を解析した。鳥取 U31 株の全塩基配列は 7,411 塩基から構成さ
れ、含まれるラージオープンリーディングフレームは 2,167 のアミノ酸から構成され
ていた。鳥取 U31 株の塩基配列と他のウシエンテロウイルスの相同性解析では、P1
















ころ、１頭のウシ便検体からエンテロウイルスの E 型と F 型の 2 種類が見つかった。
系統樹解析では、エンテロウイルス E 型のウイルスは、血清型 E2 と近縁になった。
また、検出されたエンテロウイルス F 型は鳥取 U31 株と比較した場合、エンテロウ



















エンテロウイルスは、ポリオウイルス・コクサッキーウイルス A 群・B 群・エコー
ウイルスなど様々なエンテロウイルスで構成されるウイルスグループに属するウイ
ルスの１つの属である。エンテロウイルス属には、エンテロウイルス I を除くエンテ
ロウイルス A・B・C・D・E・F・G・H・J までの９つの型と、ライノウイルス A・
B・C の 3 つの型がある。エンテロウイルスのうち、A・B・C・D 型がヒトエンテロ
ウイルス、E・F 型がウシエンテロウイルス、G 型がブタエンテロウイルス、H 型が
サルエンテロウイルス、J 型が未分類のサルエンテロウイルスである。 
ウシエンテロウイルスは、これまでウシエンテロウイルスの A 型 と B 型に分類さ
れていたが、最近の分類ではエンテロウイルス E 型（かつてのウシエンテロウイルス
A 型）と F 型（かつてのウシエンテロウイルス B 型）として分類されている 1)。エン
テロウイルス E 型と F 型のうち、エンテロウイルス E 型には 2 つの血清型、F 型に
は 4 つの血清型が知られている 1)2)3)4)。しかしウシエンテロウイルスはこれまで十分
な研究が行われておらず、どのくらいの血清型が存在するのかについてもよくわかっ
ていない。 
エンテロウイルスの大きさは 27～30nmで、正 20面体カプシド構造は 4種類のタン
パク質 VP1・VP2・VP3・VP4 から構成され、60 コピーの各カプシドタンパク質から粒
子が形成される 5)6)7)8)。VP1・VP2・VP3はウイルス表面に位置するが、VP4はウイルス































































2012年 12月 26日から 2014年 8月 21日まで、鳥取県鳥取家畜保健衛生所でウシの
糞便検体 9サンプルを採取した。 
疫学調査のため、上記 9サンプルのほかに 2014年 12月に東京農工大学のフィール
ドサイエンスセンターのウシ舎にてウシの糞便 20 サンプル、1990 年に石川県北部家
畜保健衛生所にてホルスタイン育成牛からウシ糞便検体を採取し、その検体から分離













糞便検体は、以下の手順で MDBK（Madin Darby bovine kidney）細胞を用いて
ウイルス分離した。採取した糞便検体は交雑物とウイルスを分けるため、室温で
1,000rpm 15分間遠心した。遠心後の糞便検体は、Millex-HV filter 0.45µm (Millipore, 
Billerica, Massachusetts, USA)で濾過し、MDBK 細胞に接種した。MDBK 細胞は、
MEM (GIBCO/BRL, Burlington, Ontario, Canada) に 5%の馬血清 (GIBCO), 
100U/ml Penicillin- 100μg/mL Streptomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) を加えた細胞培養液を作製し、37℃の 5% CO2 インキュベーターで維持した。 
 
4-3. ウイルス RNA 抽出 
 
ウイルス RNA は ISOGEN-LS (NIPPON GENE , Tokyo, Japan), and High Pure 
Viral Nucleic Acid Kit (Roche applied science, Mannheim, Germany)を使って糞便
検体と分離株から抽出した。 
 
4-4. cDNA 合成 
 
20µl cDNA(complementary DNA: 相補的 DNA)合成反応溶液は、抽出 RNA 溶液 
10µl 、30µg/µl Random Primer (Invitrogen, Burlington, Canada) 2 µl、10mM 
dNTP 1 µl、5×firust-strand buffer 4µl、0.1M DTT 2µl、RNase inhibitor 0.5 µl、
SuperScript Ⅲ Reverse Transcriptase (Invitrogen, Canada Inc Burlington, ON, 
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Canada) 0.5 µl より合成した。 




合成した cDNA は、Premix Ex Taq Hot Start Version (TaKaRa Bio Inc., Shiga, 
Japan)を用いて Polymerase Chain Reaction (PCR)をおこなった。PCR 反応溶液 25 
µl は、Premix Ex Taq Hot Start Version 12.5 µl、templete1 µl、50µM Forward 
primer 1µl、50µM Reverse primer 1 µl、Nuclease free water 9.5µl を含む。 
プライマーセットは、エンテロウイルスの VP1 領域をターゲットとして設計した 
(forward 5 ′ -TAAGGACGCTGTGCACAAGA-3 ′ , reverse 5 ′
-TTGAGGGCACCATCCCATAAT-3′)。PCR サイクルプログラムは、94°C 5 分の熱
反応の後、94°C30 秒の熱変性および 60°C30 秒のアニーリング、72°C60 秒の伸長反




PCR 産物は、MonoFas DNA purification kit (GL Science, Shinjyuku, Japan)を用
いて説明書に従い精製した。サイクルシーケンス反応は、Big Dye 3.1 Sequencing Kit 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を使い、精製した DNA をシーケンスし
た。シーケンスは、ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems Inc., 







系統樹は MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) software version 
6.0 にてアライメントをおこない、maximum likelihood method を用いて系統樹を
作製し遺伝子学的解析をおこなった。MEGA の解析パラメーターとして、ブートス
トラップ値は 1,000 回おこなった。系統樹作成の際の参照株として GeneBank に登





相同性解析は CLC Genomics Workbench 6.0 (CLC bio, Aarhus, Denmark) と




ウイルスRNAはTRIzol LS Reagent (Life technologies, Carlsbad, CA, USA )を使
って糞便検体から直接抽出した。次世代シーケンスのための cDNA ライブラリーは、
イルミナの NEBNext Ultra RNA Library Prep Kit (New England Biolabs, Ipswich, 
MA, USA)を使っておこない、製品のプロトコールに従った。次世代シーケンスは、
MiSeq bench-top sequencer (Illumina, San Diego, CA, USA)を使い、DNA 断片の片
側であるシングルリード 51 塩基を得た。シーケンスデータの解析は、MiSeq Reporter 
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v1 (Illumina)から FASTQ フォーマットシーケンスデータを用いておこなった。検体
のデータは、解析ソフト CLC Genomics Workbench 6.0 (CLC bio, Aarhus, 
Denmark)を用いてトリミング、de novo アセンブリ、BLAST、リファレンスとのマ
ッピングの順におこなった。de novo アセンブリでは、各値を初期値に従いミスマッ
チコストでは 2、インサーションコストを 3、デリーションコストを 3、レングスフ
ラクションを 0.5、シミラリティーフラクションを 0.8 とした。またグラフパラメー
ターのワードサイズを 20 とした。リードマッピングも同じくミスマッチコストを 2、
インサーションコストを 3、デリーションコストを 3、レングスフラクションを 0.5、
シミラリティーフラクションを 0.8 とした。シーケンス後のクオリティーの低い配列
は、CLC Genomics Workbench 6.0 (CLC bio)の de novo アセンブリを使いトリミン
グし、その後コンティグを作製した。ペアワイズシーケンスアイデンティティーは








株を鳥取 U31 株と名付けた。鳥取 U31 株の 3’末端のポリ A 配列を含む全長ゲノムで
ある 7,411 塩基のシーケンスデータを得ることができた。オープンリーディングフレ
ームは 6,501 塩基を含んでおり、2,167 塩基のアミノ配列と、両端の 5'非翻訳領域 836
塩基と 3'非翻訳領域 71 塩基から構成されることが分かった。ウシエンテロウイルス
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鳥取 U31 株アミノ酸配列のペアワイズアライメントにより、鳥取 U31 株との共通の
相同性を調べた結果、エンテロウイルス E 型(P1: 65.3-65.8%; P2: 76.1-77.3%; P3: 
78.7-79.7%) 、エンテロウイルス F 型 (P1: 79.1-90.6%; P2: 92.5-96.8%; P3: 
94.8-98.4%)となった(表 3)。系統樹解析では、鳥取 U31 株の P1 領域の塩基配列を比
較した結果、鳥取 U31 株はエンテロウイルス F 型のクラスターに含まれたが、独立
した系統の株として分岐した(図 3)。NCBI nucleotide blast を使った既知のウシエン
テロウイルスとの比較の結果、最も近縁なウシエンテロウイルス F 型との塩基配列の









て解析した。その結果、1 頭のウシの糞便検体からエンテロウイルスの E 型と F 型の
2 種類が見つかった。詳細なウイルスの解析をおこなうために再分離を試みたが、E
型のみが分離された。系統樹解析では、エンテロウイルス E 型のウイルスは血清型
E2 と近縁であり、エンテロウイルス F 型のウイルスは血清型 F3 と近縁になった(図











えられる鳥取 U31 株を検出した。 
 系統樹解析を用い、地域や年代などの異なる様々な既知のウシエンテロウイルス株
と比較して鳥取 U31 株の新規性を調べたが、その結果、鳥取 U31 株は既存の血清型
とは異なるクラスターを形成することがわかった。P1 領域の塩基配列とアミノ酸配
列によるペアワイズアライメントでも、鳥取 U31 株と既知のウシエンテロウイルス
と比べた結果、塩基配列は E 型が平均 60％、F 型が平均 72％、アミノ酸は E 型が平
均 65％、F 型が平均 86％といずれの既存のウシエンテロウイルスと比較しても低い
値になった。今回系統樹解析の比較に用いた VP1 ゲノム配列はエンテロウイルスの
分類に多用されており 29) 30) 31)、特に血清型の分類には重要であるとされている 32)。
ペアワイズアライメントのためにウシエンテロウイルスのVP1を含むP1領域をもち
いて解析し、それにより鳥取 U31 株はエンテロウイルス F 型に属するものの、既存
の血清型とは異なると考えられた。鳥取 U31 株の含まれる血清型を仮に F5 と名付け
た。検索した範囲では、鳥取 U31 株の属する F5 に分類されるウイルスの報告は日本
ではこれまでなかった。 
 疫学調査では、新規血清型と考えられる F5 がいつ頃どのような地域に存在したの








 石川県の検体による系統樹解析では、同一検体から E 型と F 型の２つが検出され
たが、ウシエンテロウイルスが家畜の間で広く感染しているため、他のウシの糞便検
体が採材の際に混入した可能性も考えられる。今回のような E 型と F 型の混合感染
は稀な例であり、今回の混合感染の検体を疫学的側面からも精査する必要がある。鹿
児島県の下痢糞便検体からもエンテロウイルスが検出されたが、既知のウシエンテロ
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図 3 鳥取県の検体の系統樹解析結果。系統樹は MEGA software version 6.0 にてアライメント
をおこない、maximum likelihood method を用いて系統樹を作製し遺伝子学的解析をおこなった。
系統樹作成の際の参照株として GeneBank に登録されているエンテロウイルス E 型と F 型の各
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図 4 石川県の検体の系統樹解析結果。系統樹は MEGA software version 6.0 にてアライメント
をおこない、maximum likelihood method を用いて系統樹を作製し遺伝子学的解析をおこなった。
系統樹作成の際の参照株として GeneBank に登録されているエンテロウイルス E 型と F 型の各
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 Bovine enterovirus type 2 strain BHM26 complete genome
 Enterovirus E isolate BEV/Egypt/2014 complete genome.
 Bovine enterovirus type 2 strain BJ001 complete genome.
 Bovine enterovirus type 2 strain 3A complete genome.
 Enterovirus F strain PS 89 polyprotein gene complete cds.




 Porcine enterovirus B isolate PEV-B-KOR complete genome
 Porcine enterovirus B complete genome
EV-G
 Enterovirus 71 strain Tainan/6092/98 polyprotein mRNA complete cds
 Enterovirus 71 strain Tainan/4643/98 polyprotein mRNA complete cds
EV-A
EV-J Enterovirus J strain 1631 complete genome
EV-B Enterovirus 69 strain Toluca-1 complete genome
EV-H Simian enterovirus A complete genome
 Human enterovirus 70 strain J670/71 complete genome
 Human enterovirus 70 genomic RNA complete genome strain: J670/71
 Human enterovirus 68 strain Fermon complete genome







































図 5 鹿児島県の検体の系統樹解析結果。系統樹は MEGA software version 6.0 にてアライメン
トをおこない、maximum likelihood method を用いて系統樹を作製し遺伝子学的解析をおこなっ
た。系統樹作成の際の参照株として GeneBank に登録されているエンテロウイルス E 型と F 型
















表 1 系統樹解析に用いた参考株の一覧 
Species Serotype Accession no. Date Host Country
E 1 NC001859 Bovine enterovirus, complete genome 1987
E 1 D00214 Bovine enterovirus genomic RNA, complete genome 1988
E 2 AF123433 Bovine enterovirus isolate SL305, complete genome 1999 Australia
E 2 AF123432 Bovine enterovirus isolate K2577, complete genome 1999 Australia
E JQ690746 Bovine enterovirus strain PAK_NIH_92E1 capsid protein gene partial cds. 2010 sewage sample Pakistan
E JQ690745 Bovine enterovirus strain PAK_NIH_68E2 capsid protein gene partial cds. 2010 sewage sample Pakistan
E JQ690744 Bovine enterovirus strain PAK_NIH_67E2 capsid protein gene partial cds. 2010 sewage sample Pakistan
E JQ690743 Bovine enterovirus strain PAK_NIH_59E1 capsid protein gene partial cds. 2010 sewage sample Pakistan
E JQ690742 Bovine enterovirus strain PAK_NIH_48E3 capsid protein gene partial cds. 2011 sewage sample Pakistan
E JQ690747 Bovine enterovirus strain PAK_NIH_123E1 capsid protein gene partial cds. 2010 sewage sample Pakistan
E JQ690741 Bovine enterovirus strain PAK-NIH-21E5 capsid protein gene partial cds. 2009 sewage sample Pakistan
E 1 KC667561 Enterovirus E strain PA12-24791 complete genome. 2013 bovine lung USA
E 1 DQ092769 Enterovirus E strain LC-R4 polyprotein gene complete cds. 2006 USA
E KJ956699 Enterovirus E isolate HLJ-3531/2013 VP1 gene partial cds. 2014 bovine China
F 1 DQ092770 Enterovirus F strain BEV-261 polyprotein gene, complete cds 2006
F 1 KC748420 Enterovirus F strain IL/alpaca complete genome. 2007 alpaca USA
F 2 AY508696 Bovine enterovirus type 2 strain PS87, complete genome 2004 bovine United Kingdom
F 2 AY508696 Enterovirus F strain PS 89 polyprotein gene, complete cds 2006 bovine United Kingdom
F 2 AY508697 Bovine enterovirus type 2 strain 3A, complete genome 2004 bovine USA
F 3 DQ092794 Enterovirus F strain PS87/Belfast polyprotein gene, complete cds 2006 USA
F 4 AY462106 Possum enterovirus W1, complete genome 2007
F 2 KM667941 Enterovirus E isolate BEV/Egypt/2014 complete genome. 2014 bovine Egypt
F HQ917061 Bovine enterovirus type 2 strain BJ50 complete genome. 2008 bovine China
F HQ663846 Bovine enterovirus type 2 strain BJ001 complete genome. 2009 bovine China














表 2 新規ウシエンテロウイルス鳥取 U31 株の塩基配列による相同性解析結果 
P1 P2 P3
E 1 VG527 D00241 61.1 66.4 68.5
E 2 K2577 AF123432 61.0 67.1 69.1
E 2 SL305 AF123433 60.5 66.7 68.7
F 1 IL/alpaca KC748420 74.9 79.9 83.4
F 1 BEV-261 DQ092770 74.7 78.9 84.7
F BJ50 HQ917061 72.2 77.2 83.9
F BJ001 HQ663846 71.9 78.4 81.6
F BHM26 HQ917060 71.5 77.6 80.3
F 2 PS89 DQ092795 71.5 76.6 84.6
F 2 3A AY508697 71.4 77.6 83.5
F 3 PS87/Belfast DQ092794 70.1 79.6 84.2
Table 2. Pairwise nucleotide sequence identity (%) comparisons of
Tottori-U31 to other bovine enteroviruses
Species Serotype Strain name Accession no.










表 3 新規ウシエンテロウイルス鳥取 U31 株のアミノ酸配列による相同性解析結果 
P1 P2 P3
E 1 VG527 D00214 65.6 76.1 78.7
E 2 K2577 AF123432 65.8 77.3 79.7
E 2 SL305 AF123433 65.3 77.2 79.2
F 1 IL/alpaca KC748420 90.6 96.8 97.8
F 1 BEV-261 DQ092770 90.4 93.6 98.2
F BJ50 HQ917061
F BJ001 HQ663846 85.4 92.7 94.8
F BHM26 HQ917060 86.3 92.9 94.8
F 2 PS89 DQ092795 85.4 93.0 98.1
F 2 3A AY508697 85.7 92.5 98.2
F 3 PS87/Belfast DQ092794 79.1 96.0 98.4
Species Serotype Strain name Accession no.





















表 4 新規ウシエンテロウイルス鳥取 U31 株とエンテロウイルス E 型と F 型の相同
性比較 
 
Species Serotype genome sequence homology(%) Accession no. Strain name
E 2 72.0 AF123433 Bovine enterovirus isolate SL305, complete genome
F 1 81.0 DQ092770 Enterovirus F strain BEV-261 polyprotein gene, complete cds  
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